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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antifungico in vitro del extracto hidroalcohdlico de

Solanum sessiliflorum (cocona) contra Candida albicans ATCC 10231.

Materiales y Métodos: Estudio cuantitativo, experimental y aplicado. Se
utilizaron 1,6 kg de frutos de cocona para preparar el extracto mediante
maceracion dinamica durante 10 dias. Se realizaron pruebas de solubilidad y
tamizaje fitoquimico, y se aplicd la técnica de difusion en pozos (Kirby Bauer
modificado) con diluciones del extracto al 95%, 90% y 75%, frente a fluconazol

como control.

Resultados: El extracto fue muy soluble en etanol al 70° y mostrd la presencia
de compuestos fendlicos, lactonas a, B insaturadas y antocianinas. Las
concentraciones del extracto presentaron halos de inhibicién de 6,00 mm % 0,00
mm frente a Candida albicans. Hubo diferencias significativas entre los grupos

experimentales, aunque ninguno supero al control positivo.

Conclusiones: El extracto hidroalcohdlico de Solanum sessiliflorum no mostré

efecto antifungico in vitro frente a Candida albicans ATCC 10231.

Palabras clave: Antifungico, Candida albicans, compuestos fendlicos,

fluconazol, plantas medicinales. (Descriptor: DeCS/MeSH)
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antifungal effect of the hydroalcoholic extract

of Solanum sessiliflorum (cocona) against Candida albicans ATCC 10231.

Materials and Methods: Quantitative, experimental and applied study. 1.6 kg of
cocona fruits were used to prepare the extract by dynamic maceration for 10
days. Solubility and phytochemical screening tests were performed, and the well
diffusion technique (modified Kirby Bauer) was applied with dilutions of the extract

at 95%, 90% and 75%, against fluconazole as control.

Results: The extract was highly soluble in 70° ethanol and showed the presence
of phenolic compounds, a, B-unsaturated lactones and anthocyanins. The extract
concentrations showed inhibition halos of 6.00 mm + 0.00 mm against Candida
albicans. There were significant differences between the experimental groups,

although none outperformed the positive control.

Conclusions: The hydroalcoholic extract of Solanum sessiliflorum showed no in

vitro antifungal effect against Candida albicans ATCC 10231.

Key words: Antifungal, Candida albicans, phenolic compounds, fluconazole,

medicinal plants (Descriptor: DeCS/MeSH).
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I. NTRODUCCION

Los hongos son organismos eucariotas con una gran distribucién mundial. Sin
embargo, solo algunas especies pueden causar infecciones en los seres
humanos bajo ciertas condiciones. Ademas, se estima que la incidencia de estas
infecciones es baja en comparacion con la de las infecciones bacterianas’. Una
de las micosis mas frecuentes son provocadas por especies del género Candida,
en este grupo Candida albicans, es el miembro que presenta una mayor
prevalencia, este es un patdgeno emergente que ademas forma parte de la
microbiota mucocutanea del ser humano? y es considerado como el principal
responsable de aproximadamente el 70 % de infecciones por hongos, presenta
una tasa de mortalidad del 40 % en pacientes hospitalizados a nivel mundial®, e
incluso durante la pandemia por SARS-Cov I, se informé que varios pacientes
infectados presentaban casos severos de candidiasis, lo que elevo el riesgo de
mortalidad en estos usuarios®. Por esta razon, en 2022, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) lo clasific6 como un patdgeno que representa una amenaza
para la salud publica®.
Las micosis por C. albicans afectan la piel, los genitales femeninos y la cavidad
bucal®. Esto se evidencia en los datos epidemioldgicos, que indican que el 75 %
de las mujeres en el mundo han sufrido candidiasis vaginal y que mas de un
millon han muerto a causa de esta infeccion’. En Iran, C. albicans es la especie
mas prevalente con un 49,5 % y tiene una tasa de mortalidad del 28 %2; en
Alemania, la prevalencia fue mayor al 50 % durante el periodo 2016-18° y en
Suiza se reportd que la incidencia de candidiasis aumento significativamente en
los ultimos 5 afios, ademas ser la especie mas frecuente con un 58 % desde
hace 15 afos'. En Estados Unidos, la incidencia de casos de candidiasis
aumentd drasticamente a partir del afio 2000 debido al incremento de las
poblaciones vulnerables y esta tendencia siguié creciendo durante la ultima
pandemia debido a las coinfecciones por hongos'', mientras que en
Latinoamérica la frecuencia de candidiasis es de 3 a 15 veces mayor que en
Estados Unidos y Europa'?, tan solo en paises México el 36,4 % de infecciones
superficiales son producto de C. albicans'.
En el Peru se ha presentado el mismo panorama, ya que en un hospital de
Lambayeque la prevalencia de este hongo fue del 11,2 % en pacientes
12



internados en UCI pero ademas se encontr6 una alta tasa de resistencia a
medicamentos antifingicos™, por otro lado, en Chiclayo la prevalencia fue del 79
%'?. En cuanto a Lima no se han reportado estudios relacionados a su
prevalencia en los ultimos 5 afos.

C. albicans ha presentado una alta tasa de mortalidad, esto se debe a los errores
y/o dificultades que conlleva su diagndstico, ademas las infecciones manifiestan
sintomas inespecificos lo que produce retrasos en los analisis clinico y en el
tratamiento farmacoldgico adecuado; otra causa es la baja variedad de
medicamentos antifingicos, ya que hasta ahora solo se cuenta con 3 grupos'® y
debido a la similitud celular que tiene el hongo con el ser humano es dificil hallar
una diana molecular eficaz, es por ello que la creacion de nuevos farmacos es
limitada, a esto se adiciona la creciente resistencia a los antifungicos lo que
disminuye la eficacia de los agentes terapéuticos’®.

Las plantas medicinales desempefan un papel crucial en el desarrollo de nuevos
medicamentos y han contribuido a la mejora del sistema de salud. La OMS ha
comunicado que en el mundo el 80 % de la poblacion cubre sus necesidades de
salud con el consumo de estas plantas, pero ademas indican que son cruciales
para el descubrimiento de nuevas moléculas terapéuticas para los tratamientos
oncoldgicos e infecciones resistentes producidas por hongos y bacterias’.

El planteamiento del problema de esta investigacion se centra en la evaluacion
de la actividad antifungica in vitro del extracto hidroalcohdlico del fruto de
Solanum sessiliflorum (cocona) frente a Candida albicans ATCC 10231. Este
estudio explora la posibilidad de que dicho extracto presente efectos antifungicos
efectivos, para lo cual se analizara la presencia y tipos de metabolitos
secundarios en el extracto, que podrian contribuir a esta actividad. Ademas, se
evaluara el potencial antifungico del extracto hidroalcohdlico de cocona en
distintas concentraciones (95%, 90% y 75%) y su efectividad comparativa frente
al fluconazol, un antifungico comunmente utilizado, proporcionando asi una
vision integral de su capacidad para inhibir el crecimiento de Candida albicans
ATCC 10231.

El género Solanum es el mas grande de la familia Solanaceae, con
aproximadamente 2000 especies que se encuentran en diversas regiones del
planeta, y casi todas ellas son comestibles'®, uno de sus miembros es Solanum

sessiliflorum, conocido también como cocona, cubiu o tupiro, esta planta crece
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en paises amazonicos como Peru, Brasil, Venezuela, Colombia y Ecuador, es un
arbusto que llega a crecer hasta los 2 metros de alto, presenta hojas simples y
un fruto carnoso de color crema y sabor caracteristico. Esta especie se emplea
en la medicina tradicional, donde sus hojas se utilizan para tratar quemaduras y
sus frutos para aliviar infecciones cutaneas'®. El fruto tiene un alto porcentaje de
fibra, lo que lo hace recomendable para controlar los niveles de colesterol, acido
urico y glucosa en sangre. Investigaciones han identificado que el fruto contiene
principales componentes quimicos como alcaloides, azucares reductores,
antocianinas, compuestos fendlicos, esteroides y triterpenoides, entre otros?.
Ademas, se han realizado estudios sobre sus propiedades terapéuticas,
destacando sus efectos antiinflamatorios, antioxidantes y antibacterianos’®.
Candida albicans es un hongo dimorfico que se manifiesta como levadura a 37

°C en su huésped, mientras que a 25 °C adquiere una forma filamentosa,
comunmente observada en el ambiente. Su reproduccién ocurre mediante
geminacion?'. Este microrganismo mantiene una estrecha relacion con
organismos de sangre caliente ya que habita en el organismo de estos a nivel
oral, gastrointestinal y urogenital, es ademas el principal agente causal de
candidiasis enddgenas??. Este comensal puede convertirse en patogeno al existir
un desequilibrio entre el microbiota y el sistema inmunitario del huésped, esto lo
convierte en un patdgeno oportunista; al poder adaptarse a cualquier medio del
organismo humano esto le permite provocar un amplio espectro de infecciones
superficiales y sistémicas. Los pacientes mas afectados son aquellos que estan
en unidades de cuidados intensivos y aquellos que reciben tratamientos con
antibioticos de amplio espectro, asi como los que reciben alimentacién por via
parenteral®'. Este agente tiene la capacidad de formar biopeliculas no solo sobre
el tejido organico sino también sobre dispositivos médicos. Entre los principales
factores de virulencia destacan la expresidon de enzimas hidroliticas y adhesinas,

tigmotropismo y formacion de biopeliculas?>23.

Los antecedentes internacionales son las investigaciones de: Hikaambo C y et
al. (Zambia, 2023), determinaron el efecto antimicrobiano del fruto de Solanum
aculeastrum frente a microorganismos patégenos como C. albicans. Para ello
elaboraron un extracto metanolico y otro acuoso. Por otro lado, utilizaron la

técnica de difusion en discos. Los extractos metanolico y acuoso tuvieron halos
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de 14,7 mm frente a C. albicans. Concluyendo que ambos extractos presentan
un potente efecto antifingico?.

Harley B y et al. (Ghana, 2021), analizaron el efecto anti-Candida albicans del
extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum torvum. El extracto se fracciono
utilizando n-hexano, cloroformo y acetato de etilo. Mientras que, en el ensayo
microbioldgico se utilizd la concentracion minima inhibitoria (CIM). El extracto y
las fracciones tuvieron CIM entre 0,25 y 16,00 mg/mL ademas se aislaron
constituyentes quimicos como el acido oleandlico, los cuales inhibieron la
formacion de biopeliculas. Concluyendo que el extracto y las fracciones del fruto
de S. torvum presenta buen efecto antifingico®.

Soares J y et al. (Brasil, 2020), analizaron el efecto de los compuestos fendlicos
del fruto de Solanum alternatopinnatum sobre C. albicans, la presencia de
fenoles se determiné mediante la técnica de Cromatografia liquida de lonizacion
por electrospray acoplado a espectrometria de masas en tandem (LC-
ESIMS/MS) y la actividad biolégica se evaludé por concentracion inhibitoria
minima y concentracion fungicida minima. Como principales resultados,
identificaron una amplia gama de compuestos fendlicos como flavonas,
flavonoides, flavanonas, entre otros, y ademas mostré un pronunciado efecto
antifungico. Concluyendo que los compuestos fendlicos son posibles
responsables del efecto en estudio’®®. Los antecedentes nacionales
corresponden a los hallazgos de: Mendoza J y et al. (Lima, 2023), determinaron
el efecto antifungico de las hojas de Solanum hispidum, contra diferentes
especies de hongos patdgenos, en el desarrollo utilizaron la técnica de difusion
en pozos y el tamizaje fitoquimico preliminar. En el ensayo fitoquimico se hallé
la presencia de compuestos fendlicos mientras que, en el ensayo de
susceptibilidad obtuvieron halos de 23 a 26 mm contra C. albicans Concluyendo

que la especie vegetal en estudio tiene efecto antifingico?’.

Vargas G (Trujillo, 2020), evalué la actividad antifungica del fruto de Solanum
mammosum frente a Trichophyton rubrum, para ello utilizd la técnica de
maceracion y prepararon diluciones al 15, 30y 60 %. Como resultados hallé que
los extractos al 15, 30 y 60 % obtuvieron halos de 12,4; 15,9 y 18,6 mm, en el
orden respectivo. Concluyendo que el fruto de S. mammosum presenta la

actividad deseada en altas concentraciones?8.
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Arroyo J (Chimbote, 2019), analiz6 el efecto antifungico de un shampoo a base
del extracto etandlico de la cascara de Solanum tuberosum contra C. albicans.
En el ensayo microbiologico aplico la prueba de difusion en pozos. Como
principal resultado, el shampoo al 15 % tuvo una media de 11,3 mm de halos
frente a los 15 mm del control positivo. Concluyendo que el shampoo tuvo un
adecuado efecto frente a C. albicans?®.

La investigacion se fundamenta en la evidencia cientifica disponible sobre las
propiedades medicinales de la cocona y su posible actividad antifungica. Segun
los resultados de estudios previos, se ha demostrado que el fruto de la cocona
posee compuestos bioactivos con propiedades antimicrobianas3®3!, sin
embargo, no se han realizado estudios que evaluen su actividad antifungica, a
pesar de ello, existen investigaciones en donde se ha evaluado a otros miembros
del género Solanum, que han tenido resultados oportunos contra hongos

patdgenos, tales como C. albicans?.

En cuanto a la justificacidbn practica, el estudio tiene relevancia clinica y
terapéutica, ya que C. albicans es un hongo patégeno que puede causar
infecciones oportunistas en humanos, especialmente en individuos
inmunocomprometidos'®. Las infecciones causadas por este hongo pueden
resultar complicadas de tratar debido a la resistencia a los antifungicos
tradicionales y a las reacciones adversas que pueden surgir con sSu uso
continuo®®3'. Por ende, es crucial buscar nuevos agentes antifingicos, como el
extracto hidroalcohdlico de cocona, para desarrollar tratamientos mas eficaces y
seguros contra las micosis causadas por este microorganismo.

La justificacion social de esta tesis radica en la creciente necesidad de
alternativas naturales y efectivas para el tratamiento de infecciones fungicas,
como las causadas por Candida albicans, especialmente en un contexto donde
el uso prolongado de antifungicos sintéticos puede llevar a efectos adversos y
resistencia microbiana. El estudio del extracto hidroalcohdlico de Solanum
sessiliflorum (cocona) como agente antifungico ofrece una alternativa
potencialmente accesible y de bajo costo que podria beneficiar a comunidades
vulnerables con acceso limitado a medicamentos convencionales, contribuyendo
asi a la mejora de la salud publica y al aprovechamiento de recursos naturales
con propiedades terapéuticas.
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La justificacion metodoldgica se basa en la necesidad de explorar el potencial de
la cocona como una fuente natural de compuestos con actividad antifungica
contra C. albicans, un patégeno clinicamente relevante por su relacion con
infecciones oportunistas en humanos.

La cocona ha sido empleada tradicionalmente en la medicina popular por sus
posibles propiedades medicinales, pero su actividad antifungica especifica
contra C. albicans aun no ha sido completamente investigada. Por ello, esta
investigacion pretende abordar esta laguna en el conocimiento cientifico,
ofreciendo datos experimentales que respalden su posible uso como agente
antifungico.

El objetivo general de la investigacion de esta investigacion es determinar la
actividad antifungica in vitro del extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum
sessiliflorum (cocona) contra la cepa Candida albicans ATCC 10231, mediante
la identificacidn y caracterizacién de sus metabolitos secundarios, la evaluacion
de su efectividad a concentraciones del 95%, 90% y 75%, y la comparacion de
su actividad antifungica con la del fluconazol.

La hipétesis de esta investigacion es que el extracto hidroalcohdlico del fruto de
Solanum sessiliflorum (cocona) presenta actividad antifungica in vitro contra
Candida albicans ATCC 10231, debido a la presencia de metabolitos
secundarios con propiedades antifungicas, y que esta actividad es comparable a

la del fluconazol cuando se utiliza en concentraciones del 95%, 90% y 75%.
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1. MATERIALES Y METODOS

I.1. Enfoque y disefio de lainvestigacion

El trabajo de investigacion tuvo un enfoque cuantitativo porque se
emplearon métodos estadisticos y matematicos para el analisis de los
datos recolectados®.

De disefio experimental, porque las investigadoras ajustaron las variables
de estudio®’. Ademas, fue explicativo porque se busco identificar las
causas de los eventos observados, y transversal ya que la variable

independiente se evalud en un tnico punto en el tiempo33.

[1.2. Poblacién, muestray muestreo

Poblacién del estudio: Se recolectaron 6 kg del fruto de S. sessiliflorum
procedentes del departamento de Junin, provincia de Chanchamayo,
distrito de La Merced en el anexo Rio colorado.

Muestras del estudio: 1,6 Kg de frutos frescos de cocona, mientras que
para la muestra microbiolégica se utilizaron cepas de C. albicans ATCC
10231.

Criterios de Inclusion:

. Frutos maduros y de color caracteristico.
. Ejemplares ausente de contaminacion microbiologica.
. Frutos que no exhiban presencia de insectos.

Criterios de Exclusion:

. Ejemplares en estado de descomposicion

. Ejemplares con danos fisicos

Muestreo: No probabilistico, porque solo se eligieron los frutos que

cumplieron con los criterios previamente establecidos33.

I1.3. Variables de investigacion

Variable independiente: El extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum

sessiliflorum.

Definicion conceptual: El extracto hidroalcohdlico del fruto de cocona, es

una preparacion obtenida a través de un proceso de maceracion en una
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mezcla de agua y etanol del fruto de esta planta. Este extracto contiene una
combinacién de compuestos bioactivos, tanto metabolitos primarios como
secundarios, que pueden incluir alcaloides, flavonoides, saponinas y otros
compuestos fendlicos, los cuales se investigan por sus posibles propiedades
medicinales, entre ellas, su potencial actividad antifingica34.

« Definicién operacional: El extracto hidroalcohdlico del fruto de cocona se
preparé mediante los siguientes pasos: recoleccion del fruto, preparacién del
extracto, maceracion, filtracién, concentracidén y elaboracion de soluciones.
Variable dependiente: Efecto antifungico in vitro frente a Candida
albicans ATCC 10231.

« Definicién conceptual: El efecto antifungico in vitro se refiere a la capacidad
que tiene una determinada sustancia quimica para inhibir el crecimiento y/o
eliminar la viabilidad del microorganismo en condiciones controladas de

laboratorio®®.

» Definicién operacional: El efecto bioldgico se midié mediante los siguientes
procedimientos: preparacién del medio de cultivo, inoculacion, aplicacion del
extracto, control positivo y negativo, incubacion, medicion de la actividad

antifungica y analisis de datos.

Il.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos
En el estudio se utilizd la técnica de observacion, y el instrumento estuvo
conformado por fichas de recoleccidén de datos en las que se anotaron los

resultados de los diferentes ensayos experimentales?®.

I1.5. Plan metodoldgico para larecolecciéon de datos
[1.5.1. Recoleccion y tratamiento de la muestra vegetal
Los frutos de cocona fueron recolectados utilizando la indumentaria
adecuada, incluyendo guantes, gafas de proteccion y mascarillas.
Ademas, emplearon tijeras para desprender los frutos de las ramas.
Posteriormente, estos fueron colocados en una caja de tecnopor
para su transporte a Lima, al laboratorio Santa Rosa E.l.R.L.
Mientras que, el reconocimiento taxonémico fue realizado por un

bidlogo especializado en botanica3'.
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La seleccion de los frutos se llevd a cabo conforme a los criterios
establecidos previamente. Luego, se lavaron con agua potable a
chorro para eliminar restos de tierra o impurezas. A continuacion,
se desinfectaron con NaClO 10 ppm durante 15 minutos. Tras este
tiempo, se enjuagaron con agua destilada y se procedié a retirar la
cascara de cada fruto®'.
El fruto pelado se cort6 en rodajas y se secd en una estufa a 40°C
durante 48 horas. Después, se procedio a triturarlo mecanicamente
con un pilébn y mortero para reducir el tamano de las particulas y
aumentar su cantidad, facilitando asi el proceso de extraccion3'. La
extraccion se realiz6 mediante la técnica de maceracién dinamica,
utilizando 500 mL de etanol al 70 % como solvente. El proceso se
realizé en un envase ambar con capacidad de 1L por un periodo
de 10 dias y cada 12 horas se agit6 el envase. Al termino de los 10
dias se filtré6 la muestra con ayuda de papel Whatman N°1 y el
solvente se evaporo en la estufa. Finalmente, el contenido restante
se colocé en la estufa para obtener el extracto seco®'.

[1.5.2. Prueba de solubilidad
En 06 tubos de ensayo se agregd6 0,5 g del extracto seco y 10 gotas
de solventes de distinta polaridad?’.

[1.5.3. Tamizaje fitoquimico
El tamizaje fitoquimico cualitativo se llevdé a cabo siguiendo las
pautas de Olga Lock®. La identificacion de los compuestos
guimicos organicos se realizé mediante pruebas de precipitacion y
coloracion®’.

[1.5.4. Analisis Microbiolégico
La cepa de Candida albicans ATCC 10231 fue activada de acuerdo
con las indicaciones del fabricante, empleando un Kwik-Stick para
rehidratar el producto liofilizado. A continuacion, se utilizé un hisopo
estéril para transferir la suspension al medio de cultivo con agar
Sabouraud, el cual se incub6 a 37°C durante 24 horas®. Después,
se estandarizé el inéculo comparandolo visualmente con el
estandar de McFarland, obteniendo asi una suspensiéon de 1,5 x
108 UFC/mL 39,
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Las diluciones empleadas fueron al 95 %, 90 % y 75% del extracto
hidroalcohdlico de cocona, utilizando como diluyente agua

destilada. Para ello se empled la formula de diluciones®':

CixVi=C2x V2

En el ensayo susceptibilidad se aplicé la técnica de difusion en
pozos (Kirby-Bauer modificado)*?. Para ello se realizaron pozos
con un radio de 6 mm en cada una de las placas, y en ellos se
agregd 50 uL de cada sustancia experimental®!. Estos fueron:

Extracto hidroalcoholico de cocona al 95 %.

Extracto hidroalcoholico de cocona al 90 %.

Extracto hidroalcohdlico de cocona al 75 %.

Discos de fluconazol de 25 ug (control positivo)

a > L~

Etanol de 70° (control negativo)

Al final del proceso, las placas se incubaron a 37°C durante un
periodo de 24 a 48 horas. Posteriormente, se midi6 el diametro de
los halos con un calibrador. Asimismo, se utilizd la escala de
Duraffourd y el promedio de la zona de inhibicidn, para el analisis

cualitativo y cuantitativo, respectivamente3'41.

I.6. Procesamiento del andlisis estadistico
El analisis estadistico se llevd a cabo con un nivel de significancia de p
<0,05 y un 95 % de confiabilidad, utilizando el software Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) version 27. Se emplearon las técnicas de
ANOVA de un factor y la prueba HSD (Honestly Significant Difference) de
Tukey.

I.7. Aspectos éticos
Cuando se trabaja con plantas en investigaciones cientificas, se deben
considerar varios aspectos éticos:
Sostenibilidad y Conservacion: Es esencial asegurar que la recoleccion
de plantas no contribuya a la disminucion de poblaciones silvestres o0 a la

degradacion de su habitat natural. Esto implica seguir regulaciones
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locales e internacionales sobre la conservacion de especies vegetales y
utilizar practicas de recoleccion sostenibles.

Consentimiento Informado y Conocimiento Tradicional: Si el uso de
plantas implica conocimientos tradicionales de comunidades locales o
indigenas, se debe obtener el consentimiento informado de dichas
comunidades. Ademas, es crucial reconocer y respetar los derechos de
propiedad intelectual relacionados con el conocimiento tradicional sobre
el uso de plantas.

Legislacién y Permisos: Es necesario cumplir con las normativas locales
y hacionales que regulan la recoleccion, transporte, y uso de plantas para
la investigacion. Esto incluye obtener los permisos necesarios para la
recoleccion de especies vegetales.

Uso Responsable de Recursos: Asegurarse de que los recursos
vegetales utilizados en la investigacion sean empleados de manera
eficiente, minimizando el desperdicio y asegurando que el uso de las
plantas esté justificado por el valor cientifico del estudio.

Divulgacion y Transparencia: Los resultados de la investigacion deben
ser divulgados de manera transparente, incluyendo informacién sobre las
fuentes de las plantas utilizadas, los métodos de recoleccion, y cualquier
impacto ambiental o social asociado con la investigacion.

Estos aspectos éticos garantizan que la investigacion con plantas se
realice de manera responsable y respetuosa, tanto con el medio ambiente
como con las comunidades que puedan estar involucradas o afectadas

por el estudio.
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lll. RESULTADOS

Tabla 1: Ensayo de solubilidad

TUBO SOLVENTES RESULTADOS
N° 1 Acetato de etilo )

N° 2 Butanol ()

N° 3 Etanol de 96° (++)

N° 4 Etanol de 70° (+++)

N° 5 Metanol (+)

N° 6 Agua destilada (++)

Leyenda: (-): Insoluble; (+): Poco soluble; (++): Medianamente soluble; (+++):
Muy soluble

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 1, se aprecia que el extracto hidroalcohdlico de cocona es insoluble
acetato de etilo y butanol. Mientas que con el metanol presenta una ligera
solubilidad. Entre tanto, en etanol de 96° y agua destilada es medianamente

soluble, y finalmente muestra una gran solubilidad en etanol de 70°
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Tabla 2: Ensayo de tamizaje fitoquimico cualitativo

TUBO ENSAYOS METABOLITOS RESULTADOS
N° 1 Borntrager Antraquinonas (+)
N° 2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos (+++)
N° 3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides )

N° 4 Dragendorff Alcaloides (+)
N° 5 Mayer Alcaloides (+)
N° 6 Wagner Alcaloides (+)
N° 7 Baljet Lactonas a, B-insaturadas (+++)
N° 8 Gelatina Taninos (+)
N° 9 Gelatina-sal Taninos (+)
N° 10 NaOH 10 % Antocianinas (+++)
N° 11 Espuma Saponinas ()
N° 12 Shinoda Flavonoides (+)

Leyenda: (-): Ausencia; (+): Minima; (++): Mediana; (+++): Abundante presencia

Fuente: Elaboracién propia
En la tabla 2, se aprecia una abundante presencia de compuestos fendlicos,

lactonas a, B insaturadas y antocianinas, en el extracto hidroalcohodlico de

cocona.

Tabla 3: Ensayo microbiolégico in vitro

Microorganismo

Diametros de inhibicién en mm

Candida albicans
ATCC 10231

Extracto Extracto Extracto Fluconazol | Etanol de
hidroalcohdlico | hidroalcohdlico | hidroalcohslico | 9€25U9 | 700
decoconaal 95 | decoconaal 90 | decoconaal 75

% % %

06 06 06 24,12 06

06 06 06 23,98 06

06 06 06 24,05 06

06 06 06 24,10 06

06 06 06 23,95 06

06 06 06 23,97 06
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06 06 06 24,07 06
06 06 06 24,00 06
06 06 06 23,98 06
06 06 06 24,01 06
Promedio 06 06 06 24,02 06

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 3, se muestran que los grupos experimentales de las diferentes
concentraciones del extracto hidroalcoholico de cocona asi como en el
etanol de 70° (control negativo) no se aprecia efecto antifungico. Mientras
que el fluconazol de 25 ug (control positivo) tuvo un alto indice inhibitorio.
De acuerdo con los valores de la escala de Duraffourd, las
concentraciones del extracto hidroalcohodlico de cocona al 95 %, 90 % y
75 % presentaron una sensibilidad nula (< 8 mm) frente a las cepas de C.
albicans ATCC 10231.

De acuerdo con el porcentaje de eficacia, se efectuaron los calculos
considerando el valor promedio del control positivo como el 100 %. Los

resultados se presentan en la tabla siguiente:

Tabla 4: Porcentaje de zona de inhibicion

Grupos experimentales

Grupos Extracto | Extractoal | Extractoal | Fluconazolde | Etanol de
utilizados al 95% 90% 75% 25 ug 70°
Porcentajede 25 % 25 % 25 % 100 % 25 %
eficacia

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 4 se observa que los grupos experimentales y el control

negativo presentaron un porcentaje de zona de inhibicion del 25 %.
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Tabla 5: Estadistica descriptiva de los grupos experimentales

N Rango Minimo Maximo Suma Media Error Desv.

estadistico estadistico | €stad istico estadistico | estadistico | €stad istica | estandar Estandar
Extractoal 95% | 10 0,00 6,00 6,00 60, 00 6,000 0,000 0,000
Extractoal 90 % | 10 0,00 6,00 6,00 60, 00 6,000 0,000 0,000
Extractoal 75% | 10 0,00 6,00 6,00 60, 00 6,000 0,000 0,000
Fluconazol 10 0,17 23,95 24,12 240,23 24,023 0,018 0,058
Etanol de 70° 10 0,00 6,00 6,00 60, 00 6,000 0,000 0,000

Fuente: Programa estadistico SPSS versién 27

La tabla 5 muestra, de manera general, los grupos empleados en el ensayo de

susceptibilidad microbiolégica contra las cepas de C. albicans ATCC 10231, el

numero de placas utilizadas para cada grupo, la media estadistica de los

didmetros de los halos de inhibicion generados por cada muestra, y el error

estandar correspondiente.

Contrastacion de hipotesis general

H nua = El extracto hidroalcohdlico obtenido del fruto de Solanum
sessiliflorum (cocona) no posee propiedades antifungicas in vitro frente a
Candida albicans ATCC 10231.

H atematva = El extracto hidroalcohdlico obtenido del fruto de Solanum
sessiliflorum (cocona) posee propiedades antifungicas in vitro frente a
Candida albicans ATCC 10231.

Se llevaron a cabo analisis estadisticos descriptivos para verificar la
hipotesis propuesta. Los resultados se situaron dentro de los intervalos de
confianza establecidos, lo que respalda la hipotesis formulada. Ademas,
se evaluaron los diametros de los halos de inhibicion utilizando la escala
de Duraffourd y se calcul6 el porcentaje de area de inhibicién.

Decision: Se acepta la hipétesis nula: El extracto hidroalcohdlico obtenido
del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona) no posee propiedades

antifungicas in vitro frente a Candida albicans ATCC 10231

Contrastacion de hipétesis especificas Hipotesis

especifica 1:
H nua = El extracto hidroalcohodlico obtenido del fruto de Solanum

sessiliflorum (cocona) no presenta metabolitos secundarios.
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H arematva = El extracto hidroalcoholico obtenido del fruto de Solanum
sessiliflorum (cocona) si presenta metabolitos secundarios.

Decision: Se acepta la hipotesis alternativa: El extracto hidroalcohdlico
obtenido del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona) si presenta
metabolitos secundarios.

Hipotesis especifica 2:

H nua = El extracto hidroalcohdlico obtenido del fruto de Solanum
sessiliflorum (cocona) no presenta efecto antifungico in vitro a las
concentraciones de 95%, 90%, y 75%, frente a cepas de Candida albicans
ATCC 10231.

H aremaiva = El extracto hidroalcohodlico obtenido del fruto de Solanum
sessiliflorum (cocona) si presenta efecto antifungico in vitro a las
concentraciones de 95%, 90%, y 75%, frente a cepas de Candida albicans
ATCC 10231.

Esta se llevd a cabo mediante la técnica de analisis de varianza de un solo
factor (ANOVA one way), que permitié comparar las medias entre distintos
grupos de estudio. Estos grupos incluyeron concentraciones del extracto,
asi como como los respectivos controles. Ademas, se utilizd la prueba
HSD (Honestly Significant Difference) de Tukey para comparar los

diferentes tratamientos y determinar cual fue el mas efectivo.

Tabla 6: Analisis de varianza de un factor (ANOVA one way)

Suma de Media cuadratica
cuadrados
Gl F Sig.
Entre grupos 2598,628 4 649,657 948866,200 0,000
Dentro de grupos ,031 45 ,001
Total 2598,659 49

Fuente: Programa estadistico SPSS version 27
La tabla 6 presenta el analisis de varianza (ANOVA), destacando
principalmente el valor p o nivel de significacion, con un alfa de 0,05. Si el
valor p es mayor que alfa, se acepta la hipotesis nula, lo que sugiere que
no hay diferencias significativas entre las medias. En cambio, si el valor p
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es menor que alfa, se acepta la hipodtesis alternativa, indicando que si hay

diferencias significativas entre las medias.

Tabla 7: Test HSD de Tukey

Comparaciones multiples

(1) Grupo (J) Grupo Diferencia de | Error estandar Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) B . .
Limite inferior Limite superior
Fluconazol 25ug Etanol 70° 18,02300° 0,01170 0,000 17,9897 18,0563
75 % 18,02300° 0,01170 0,000 17,9897 18,0563
90 % 18,02300° 0,01170 0,000 17,9897 18,0563
95 % 18,02300° 0,01170 0,000 17,9897 18,0563
Etanol 70° Fluconazol 25ug -18,02300" 0,01170 0,000 -18,0563 -17,9897
75 % ,00000 0,01170 1,000 -,0333 ,0333
90 % ,00000 0,01170 1,000 -,0333 ,0333
95 % ,00000 0,01170 1,000 -,0333 ,0333
75 % Fluconazol 25ug -18,02300 0,01170 0,000 -18,0563 -17,9897
Etanol 70° ,00000 0,01170 1,000 -,0333 ,0333
90 % ,00000 0,01170 1,000 -,0333 ,0333
95 % ,00000 0,01170 1,000 -,0333 ,0333
90 % Fluconazol 25ug -18,02300° 0,01170 0,000 -18,0563 -17,9897
Etanol 70° ,00000 0,01170 1,000 -,0333 ,0333
75 % ,00000 0,01170 1,000 -,0333 ,0333
95 % ,00000 0,01170 1,000 -,0333 ,0333
95 % Fluconazol 25ug -18,02300° 0,01170 0,000 -18,0563 -17,9897
Etanol 70° ,00000 0,01170 1,000 -,0333 ,0333
75 % ,00000 0,01170 1,000 -,0333 ,0333
90 % ,00000 0,01170 1,000 -,0333 ,0333

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Programa estadistico SPSS version 27

La tabla 7 muestra la comparaciéon de las medias de las muestras

mediante el rango de diferencia de medias. Ademas, presenta un valor p

de 0,000 en todas las comparaciones, lo que indica de manera consistente

qgue existen diferencias significativas entre las medias.

Decision: Se acepta la hipétesis nula: El extracto hidroalcohdlico obtenido

del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona) no presenta efecto antifungico
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in vitro a las concentraciones de 95%, 90%, y 75%, frente a cepas de
Candida albicans ATCC 10231.

Hipoétesis especifica 3:
H nuia = El extracto hidroalcohdlico de la cocona (Solanum sessiliflorum) en
concentraciones del 95%, 90%, y 75% no presenta un efecto antifungico
significativamente mayor comparado con fluconazol de 5 ug frente a
cepas de Candida albicans ATCC 10231.
H atermnaiva = EI extracto hidroalcohdlico de la cocona (Solanum
sessiliflorum) en concentraciones del 95%, 90%, y 75% si presenta un
efecto antifungico significativamente mayor comparado con fluconazol de
5 ug frente a cepas de Candida albicans ATCC 10231.

Tabla 8: Prueba de subconjuntos de Tukey

Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

Etanol 70° 10 6,0000

75 % 10 6,0000

90 % 10 6,0000

95 % 10 6,0000

Fluconazol 25ug 10 24,0230

Sig. 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media arménica = 10,000.

Fuente: Programa estadistico SPSS versiéon 27

La tabla 8 muestra que los promedios de los tamafios de las zonas de
inhibicion para las distintas concentraciones del extracto hidroalcohdlico
de cocona son menores en comparacion con fluconazol de 25 pg. Esto
sugiere que el control positivo tiene una media de inhibicion mas amplia
(24,0230 mm).

Decision: No se rechaza la hipétesis nula la cual indica que el extracto
hidroalcohdlico de la cocona (Solanum sessiliflorum) en concentraciones

del 95%, 90%, y 75% no presenta un efecto antifungico significativamente
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mayor comparado con fluconazol de 5 ug frente a cepas de Candida
albicans ATCC 10231.

IV. DISCUSION

En la prueba de solubilidad, el extracto hidroalcoholico del fruto de Solanum
sessiliflorum se mostré soluble en solventes polares como etanol al 96°, agua
destilada y etanol al 70°, siendo especialmente soluble en este ultimo. Esto se
debe al alto contenido de azucares reductores en el fruto de cocona, cuyas
moléculas poseen grupos hidroxilos que confieren una polaridad suficiente para
interactuar con solventes polares como el agua y el etanol*2. Estos resultados
también explican su uso en la forma de jugos y refrescos por la poblacion en
general®”. Ademas, los resultados son consistentes con los obtenidos por Alvia
C y Olortegui A (2021)3', quienes encontraron una alta solubilidad en etanol al
70% usando el fruto entero de cocona, al igual que con el estudio de Espinoza G
y Robles P (2021)*3, que también reportd alta solubilidad en etanol al 70 %,
aunque en su caso solo se utilizo la cascara del fruto.

En el tamizaje fitoquimico cualitativo del extracto de cocona, se hallé6 una
abundante presencia de compuestos fendlicos, antocianinas y lactonas a, B
insaturadas. Estos resultados son compatibles con los hallados por Vilchez H y
et al. (2023)%, quienes aplicaron la misma técnica preliminar y hallaron la
presencia de fendlicos, antocianinas, quinonas y glicésidos cardiotonicos.
Ademas, en el estudio realizado por Alvia C y Olortegui A (2021)3', los autores
tambien obtuvieron reacciones positivas para alcaloides y taninos. Por otro lado,
en la investigacion de Espinoza G y Robles P (2021)*3, ademas de los hallazgos
previamente mencionados tambien hallaron la presencia de antocianinas en el
extracto de mesocarpio de cocona. A pesar que en algunos de estos estudios
utilizaron diferentes solventes para realizar el proceso de extraccion, en todos
ellos se hallaron los mismos fitoconstituyentes. Otra causa que puede explicar
las pequenas variaciones en el contenido de metabolitos secundarios se debe a
las zonas de recoleccion, ya que estas ubicaciones geograficas, presentan
diferentes condiciones climaticas, tales como calor, humedad, pH del suelo, entre
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otros; lo cual produce que existan variaciones en la composicion de los
compuestos quimicos de las especies vegetales?'.

En el ensayo microbioldgico in vitro, las diferentes concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de cocona no presentaron actividad antifungica frente a C.
albicans, este hallazgo no concuerda con los resultados de Mendoza J y et al.
(2023)%’, quienes al evaluar la capacidad antifingica del extracto de hojas de
Solanum hispidum Pers., obtuvieron halos de inhibicién entre 23 a 26 mm frente
a C. albicans. Al igual, que con el estudio de Arroyo J (2019)?°, quien obtuvo
halos de 11,3 mm frente a la misma cepa fungica utilizando el extracto etandlico
de Solanum tuberosum. Cabe resaltar que en estos dos ultimos estudios a pesar
que utilizaron la misma cepa, la especie vegetal es diferente, esto explicaria la
amplia diferencia en los resultados microbiolégicos. Por otro lado, existen
reportes que indican que los compuestos fendlicos presentan actividad
antifungica, ya que esta clase de compuestos quimicos puede alterar la
composicion de la estructura del hongo (tales como membrana y pared celular),
asi como inhibir el mecanismo de acidos nucleicos de estos
microorganismos*+4>. A pesar de ello, tambien existe antagonismo entre
metabolitos secundarios, lo cual puede limitar el efecto biolégico de una
determinada especie vegetal*®, esto podria explicar los hallazgos emitidos
durante esta investigacion.

Durante el periodo de busqueda bibliografica, de enero a junio de 2024, no se
encontraron informes cientificos que evaluaran la actividad antifungica del
extracto hidroalcohdlico del fruto de S. sessiliflorum contra cepas de C. albicans,
tanto a nivel nacional como internacional en los ultimos cinco anos. Por lo tanto,
una de las principales fortalezas de este estudio es que es uno de los primeros
en examinar este efecto en esta especie vegetal, contribuyendo al conocimiento
cientifico en el campo de las ciencias farmacéuticas. Sin embargo, la
investigacion presenta algunas limitaciones, como el uso de una unica cepa de
hongos y la ausencia de técnicas cuantitativas para determinar con mayor

precision el contenido fitoquimico del fruto de cocona.

31



Conclusiones

1)

El extracto hidroalcohdlico obtenido del fruto de Solanum sessiliflorum
(cocona) no posee propiedades antifungicas in vitro frente a Candida
albicans ATCC 10231.

El extracto hidroalcohdlico obtenido del fruto de Solanum sessiliflorum
(cocona) presenta metabolitos secundarios, tales como compuestos
fendlicos, antocianinas y lactonas q, B-insaturadas.

El extracto hidroalcohdlico obtenido del fruto de Solanum sessiliflorum
(cocona) a las concentraciones del 95 %, 90 % y 75 % no presento efecto
antifungico in vitro frente a Candida albicans ATCC 10231.

El extracto hidroalcohdlico obtenido del fruto de Solanum sessiliflorum
(cocona) a las concentraciones del 95 %, 90 % y 75 % no tuvieron mayor
efecto antifungico in vitro en comparacion con fluconazol frente a Candida
albicans ATCC 10231.

Recomendaciones

Continuar con el estudio de las propiedades antifungicas del fruto de cocona,
frente a otras cepas patdgenas de hongos que afectan la salud del ser
humano para determinar si el fruto tiene algun efecto antifungico en
especifico.

Realizar ensayos cuantitativos e instrumentales que evaluen el contenido
fitoquimico del fruto de cocona con la finalidad de aislar sus metabolitos
secundarios y de esta manera poder proponer un mecanismo de accion para
el posterior estudio de potenciales farmacos antifungicos.

Incentivar el estudio de las propiedades bioldgicas del fruto de la cocona, ya
que podria tener otros componentes activos utiles para diferentes
aplicaciones. Seria util investigar si tiene propiedades antioxidantes,

antiinflamatorias u otros efectos beneficiosos para la salud.
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ANEXO A. Instrumentos de recoleccion de datos

ENSAYO MICROBIOLOGICO in vitro

Investigador (es):
Muestra:

Fecha:

Microorganismo | Diametros deinhibicion en mm

Candida albicans | Extracto
ATCC 10231 hidroalcohdlico
de coconaal 95
%

Extracto
hidroalcohdlico
de coconaal 90
%

Extracto
hidroalcohdlico
de coconaal 75
%

Fluconazol
de 25 ug

Agua
destilada

Promedio

Fuente: Elaboracion propia
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TAMIZAJE FITOQUIMICO CUALITATIVO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE Solanum sessiliflorum

TUBO ENSAYOS METABOLITOS RESULTADOS

N° 1 Borntrager Antraquinonas

N° 2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos

N° 3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides

N° 4 Dragendorff Alcaloides

N° 5 Mayer Alcaloides

N° 6 Wagner Alcaloides

N° 7 Baljet Lactonas a,B-insaturadas

N° 8 Gelatina Taninos

N° 9 Gelatina-sal Taninos

N° 10 NaOH 10 % Antocianinas

N° 11 Espuma Saponinas

N° 12 Shinoda Flavonoides

Fuente: Elaboracion propia

(-): Ausencia; (+): Minima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia
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PRUEBA DE SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE

Solanum sessiliflorum

TUBO | SOLVENTES RESULTADOS

N° 1 Acetato de etilo

N° 2 Butanol

N° 3 Etanol de 96°

N° 4 Etanol de 70°

N° 5 Metanol

N° 6 Agua destilada

(-): Insoluble; (+): Poco soluble; (++): Medianamente soluble; (+++): Muy soluble
Fuente: Elaboracién propia.
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ANEXO B. Operacionalizacién de las variables

Escala de

frente Candida albicans
ATCC 10231

inhibicion (mm)

Variables Dimensiones Indicadores " Valor
medicion
Variable independiente: (-) Ausente
Extracto hidroalcohdlico Fitoquimica Prueba fitoquimica Ordinal (+) Minima
del fruto de Solanum 9 preliminar (++) Mediana
sessiliflorum (+++) Abundante presencia
Variable dependiente: <8 mm: nulo
Efecto antifungico in vitro , e Medicién de zonas de . 8-14 mm: Sensible
Microbiologico Razon

14 - 20 mm: Muy sensible
>20 mm: Sumamente sensible
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ANEXO C. Informe de resultados de laboratorio

e Santa RosatiiL

LABORATORIO BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO

“Afo del Bic i0, delac lidacion de nuestra Independencia, y delac yoracion de las
heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

Informe de Resultados

Solicitado por: Cardenas Andrade Maria Fernanda

Villegas Castro Diana Carolina
Muestra: Extracto de fruto de Solanum sessiliflorum (COCONA)
Fecha de ensayo: 06-07-2024

Diametros de inhibicion en mm

Microorganismo 953 20% 75% Fluconazol Etanol 70°

25ug
I3 24.12 6
23.98
24.05
24.10
23.95
23.97
24.07
24.00
23.98
24.01

Candida
albicans

ATCC 10231

L) 0 e e 00 e )

=00 =00 = 00 =01 = 00 S0 S 00 S 0 0 s )
Lol 0 e ) ) () e ) ) )
Lo S0 e Y ) R S 0N S S )

)]

*Tamafio de pozo: 6mm. por lo que al reportarse 6 mm es indicativo que no
existe formacion de halo de mhibicion
*Concentracién del inoculo: 1.5 x 10° UFC/mL

——

/L2

Lic. .M. Walter A. Siri Rodriguez
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ANEXO D. Certificado taxondmico

JOSE R. CAMPOS DE L& CRUZ @W@
CONSULTOR BOTANICO ="

C.B.P. 3796
Cel: 963689079

Email: jocamde@gmail.com m
CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO. CBP 3796 — INSCRITO EN EL REGISTRO DE PROFESIONALES QUE
REALIZAN CERTIFICACIONES DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES ¥ PRODUCTOS DE FLORA — RESOLUCION
DIRECTORAL N.2 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.

CERTIFICA:

Que, las Bachilleres CARDENAS ANDRADE MARIA FERNANDA y VILLEGAS CASTRO
DIANA CAROLINA, egresadas de la Universidad Maria Auxiliadora, Facultad de Ciencias de
la Salud, Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, con fines de investigacion para el desa-
rrollo de la tesis titulada: EFECTO ANTIFUNGICO /n Vitro DEL EXTRACTO HIDROAL-
COHOLICO DEL FRUTO DE Solanum sessiliflorum Dunal (COCONA) FRENTE A Candida
albicans ATCC 10231, han solicitado la identificacién y certificaciéon botanica de la planta de
cocona procedente del departamento de Junin, provincia de Chanchamayo, distrito de La Mer-
ced, Anexo Rio colorado, la muestra ha sido estudiada y determinada con el nombre cientifico:
Solanum sessiliflorum Dunal. Segin la base de datos de W*Tropicos dei Missouri Botanical
Garden que sigue el sistema moderno de clasificacion de las angiospermas (APG), publicado en
1998 por el Grupo para la Filogenia de las Angiospermas, el sistema APG evita el uso de la no-
menclatura taxondémica clasica por arriba de orden. Mark W. Chase & James L. Reveal (2009 -
APG III) consideran a todas las plantas verdes en la Clase Equisectopsida. Teniendo en cuenta los
datos de la base de W3 Tropicos. APG 111 y APG IV, la especie identificada tiene las siguientes
categorias taxonomicas y clados:

Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Asteranae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: Solanum sessiliflorum Dunal

Nombre vulgar: “cocona™
Se expide la presente certificacion para fines de investigacion.
Lima, 13 de junio del 2024
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Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASC INFORMATION,

Product Name: Candida albicans Quality Control Technologist: Christine Condon
Catalog Number: 0443 Release Date: 2023/02/27

Lot Number: 443-1400"

Reference Number: ATCC® 10231™*
Passage from Reference: 3

(7) Mean Assay Value (MAV): 6.6E+07 CFU per pellet
Expiration Date: 2025/01/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small to medium, white, circular, convex, dull colonies. Nutrient
Microscopic Features: Method:
Gram positive, ovoidal, budding yeast cells. Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

(/f{y’«"“"‘"( ’,‘L/b,) Fre

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

“*Disciaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed
on this certificate is the actual base lot number.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025.

TESTING CERT #2655.01

ATCCL d (") The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
D':,f_"'ffvg ’ ATCC. Microbiologics, Inc. is kicensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.

MEFERENCE MATENIAL FRODUCER
CEAT #2650

(7) The Mean Assay Value (MAV) stated above maydevvale from the end-user's MAV based on variables mherent to each laboratory
envirenment, such as methods, media type. equip PP , and individual technician technique.

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Sant Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286

ANEXO E. Certificado de analisis de la cepa ATCC
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Bma
L)

Meaning of Score Values

Range | Interpretation | Symbols Color
2.00-3.00 (+++) Green
170-199 ® elow
0.00-1.69 -) Red

Meaning of Consistency Categories (A -C)
Category Interpretation
(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match

is (1) a highconfidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a
low-confidence identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3)
a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or low-confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Run Creation Date/Time: 2023-02-23T11:59:14.561 mew
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
C12 (+++) (A) 443-1490 Candida albicans
Comments:
[N/A |

Version 2, 2021
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Microbiologics

Statistical Analysis Certificate

Microorganism Name: Candida albicans

Reference # ATCC® 10231 ™*

Catalog # 0443

Lot # 443-1490**

Expiration Date: 2025/01/31

(7) Mean Assay Value (MAV): 6.6E+07 CFU per pellet
Standard Deviation: 1.1E+07

Coefficient of Variation: 17 %

99% Confidence Interval of 6.1E+07 to 7.2E+07 CFU
95% Confidence Interval of 6.2E+07 to 7.1E+07 CFU

Method used to determine Mean Assay Value: Spiral Plate Method
Medium Employed: TSA
Incubation Time and Temp: 48-72 hrs at 28-32 degrees C

et i

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

(7) The Mean Assay Value (MAV) stated above may deviate from the end-user's MAV based on variables inherent to each laboratory environment, such as
methods, media type, equipment, pipettes, and indwidual technician technique.
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ANEXO F. Certificado de analisis del agar Sabouraud

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Date Primed
PRODUCT CA0041B 2019.11.05
SABOURAUD DEXTROSE AGAR 0ig Delivery No.
LOT NUMBER 2875975 Customer
Customer Order Number
EXPIRY DATE 2024.11.30
DATE OF
MANUFACTURE 2019.10.21
Physical Characteristics Result: Specification
Straw powder Straw powder
Colour on reconstitution Straw 2 Straw 1-2
pH (25°C) 5.7 54-58
Clanty Clear Clear
Microbiological Performance Control Test Recovery Test
cfu cfu % Description
Aerobic incubation at 20-25°C for up to £ days
Saccharomyces carlsbergensiz ATCC®2700 + 45 102 Cream. domed cols
Candida albicans ATCC®10231 34 34 100 Cream_ domed cols
Aspergillus brasiliensi: ATCC®16404 69 79 114 White mycelia. black spores
Testing has been performed in accordance with ISO11133:2014
Aerobic incubation at 25 = 2°C for 5 days
S. cerevisiae ATCC®9763 WDCMO00058 66 75 114 Cream. domed cols
A. brasiliensis ATCC®16404 WDCMO00053 69 79 114 Whate myycelia. black spores

Control Medium: Sabowraud Dextrose Agar

A satsfactory result is represented by recovery of positive strains equal to or greater than 70% of the control medium.

Refer to product specification for full details.

©
Tested by the Quality Control Laboratory

OXOID LINOTED

Wade Road, Basingstoke, Hamp:hire RG24 SPW. England
oxoid@thermofisher.com wwv.oxoid.com

Canficate No FM 00014

Version 2, 2021
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CERTIFICATE OF ANALYSIS
PRODUCT CMO0041B

SABOURAUD DEXTROSE AGAR 500g
LOT NUMBER 2875975

The mformation given 1= believed to be conect, all results reported 1n this certificate relate only to the product and
lot stated m this certificate of analy=1s. However. both the information and the product are offered wathout warranty
for any application other than that specified in the cwrrent Oxoid Mamual. This certificate shall not be reproduced
except in full. without wnitten approval of the Quahty Control Laboratory, Oxoid Limited. Basmszstoke.

The results reported were obtained at the time of release.

Lot Accepted. 2019.11.05

ATCC 15 a rezistered trade mark of the Amencan Type Cultwre Collection.
NCTC and National Collection of Type Cultures are rezistered trade marks of the Health Protection Agency.

@
Tested by the Quality Control Laboratory

OXOID LINOTED
Wade Road, Basingstoke, Hamp:zhire RG24 SPW. England
oxoid@thermofisher.com www.oxoid.com FOA Reg N 8010002
Cenfcats No. FM 00004
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ANEXO G. Evidencias fotograficas
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Figura 1: Ensayo de solubilidad

Figura 2: Resultados del ensayo de solubilidad

Version 2, 2021

Kl



UMA Universidad
Maria Auxiliadora

Calidad Académica con Compromiso Social

T
i

Figura 4: Resultados del tamizaje fitoquimico

Version 2, 2021



UMA Universidad
Maria Auxiliadora

Calidad Académica con Compromiso Social

Figura 5: Cepa de Candida albicans ATCC 10231

Figura 6: Siembra de placas con cepas de C.albicans
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Figura 8: Incubacion de las placas
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Figura 9: Placas de agar Sabouraud con cepas de C. albicans
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